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Abstract 
 
 魚類養殖では、養殖環境において発生する養殖魚へのストレスが問題となる。これまでに、
魚類において種々のストレスが病原微生物感染症に対する感受性におよぼす影響について研
究が行われている。特に、慢性ストレスは魚類の免疫機構を抑制させることが知られており、
養殖環境が魚類におよぼす慢性ストレスが感染症の原因のひとつになっていると考えられる。
感染症の発生を防除するために、慢性ストレスが魚類の免疫機構をどのように調節するかを明
らかにすることが重要である。しかしながら、これまでに慢性ストレスが魚類免疫におよぼす
影響を網羅的に解析した例は少ない。また、哺乳類においてストレスによる免疫抑制には、
TGF-β による調節系が重要であることが報告されているが、魚類において本遺伝子がストレス
による免疫抑制に関連するかは不明なままである。 
そこで本研究では、低密度および高密度で飼育したトラフグ Takifugu rubripes およびヒラメ
Paralichthys olivaceusにおいて、ストレスおよび免疫関連遺伝子群について定量 PCR 法による
網羅的な遺伝子発現解析を行い、高密度飼育による慢性ストレスが、魚類の免疫機構におよぼ
す影響について解析した。さらに、密度ストレスを含む種々のストレスと TGF-β との関わりを
調べるために、ヒラメ TGF-β 遺伝子を同定した。 
 トラフグを低密度および高密度で飼育したところ、高密度区において低密度区と比較してス
トレス関連遺伝子である HSP70および HSP90 の mRNA量が高くなり、副腎皮質刺激ホルモン
放出ホルモン受容体のものが低くなった。また、免疫関連遺伝子群である CD4、CD8、IgMお
よび TGF-β の mRNA 量が低くなった。ヒラメを低密度および高密度で飼育した場合では、高
密度区において低密度区と比較して HSP70 の mRNA 量が高くなったが、免疫関連遺伝子群で
は差がみられなかった。したがって、魚類では飼育密度による慢性的なストレスは免疫機構へ
の影響は、魚種により異なることが示唆された。 
当研究室が保有するヒラメ Expressed Sequence Tags データベースよりヒラメ TGF-β 遺伝子
の部分配列を得た。本配列をもとに RACE-PCR 法によってタンパク質コード領域の塩基配列
を決定し、構造解析を行った。遺伝子発現解析の結果、脾臓および腎臓において顕著な mRNA
の蓄積が確認され、Edwardsiella tarda不活化菌体を接種することにより、脾臓における mRNA
量が増加した。また、ヒラメでは高密度飼育による TGF-β の mRNA 量の変化はみられなかっ
た。 
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第一章 序論 
 
1. ストレス 
 「ストレス」という用語を現在用いられているものとほぼ同義で科学論文におい
て用いたのは Cannon (1935) が初めてだと考えられている 1)。Selye (1936) は、ス
トレスを「ストレス刺激によって引き起こされる歪みに対する非特異的な全身性の
反応」と定義し、ストレス刺激を「ストレッサー」と名付けた 2)。現在、一般的に
「ストレス」という単語を「ストレッサー」の意味としても用いているが、これは
定義から考えると誤りであり、議論されている問題ではあるが 1)、本論文では便宜
的に「ストレス」および「ストレッサー」双方の意味として「ストレス」という用
語を用いる。 
Selye はストレス刺激が発生した際に、生体を短期的に新たな環境条件に適応さ
せる反応を汎適応障害 (General Adaptation Syndrome；GAS) と名付けた 3)。また
Selye は GAS は 3 つの段階から構成されていると考えた 2,3)。すなわち、警告期、
抵抗期および疲弊期の 3段階である。さらに、警告期はショック相および反ショッ
ク相の 2つの相に分けられている。脳がストレスを感知した直後は、警告期のショ
ック相で起こる体温の低下および毛細血管の透過性の増加などの刺激に対する抵
抗性の低下が引き起こされる。続いて反ショック相に入り各種のホルモンが分泌さ
れ、刺激に対する抵抗性を亢進させる。これらの作用によって刺激に対する抵抗性
が増加している時期が抵抗期である。その後、抵抗期が限界を迎えることで疲弊し、
刺激に耐えられなくなる時期が疲弊期である。 
 
2. ストレスの分類 
 ストレスはその原因によっていくつかに分類されている 3)。主なものとして、物
理的ストレス、化学的ストレス、生物学的ストレスおよび社会的・精神的ストレス
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がある。温度、浸透圧および振動などの物理的ストレス、薬品および環境中の化学
物質などの化学的ストレス、病原微生物および寄生虫などの生物学的ストレス、密
度、異種および同種間競争などの社会的・精神的ストレスがある 3)。ストレスは原
因によって分類されてはいるが、生体内で起こるストレス応答は一般的にその原因
の違いによらず生体内でのストレスのシグナル伝達は一定のものであることが知
られている 4)。また、ストレスが負荷される期間の長短によって、短時間のストレ
スである急性ストレス、および長時間にわたるストレスである慢性ストレスに分類
される 5)。一般的に急性ストレスは数分から数時間の短期的なストレス刺激による
もので、慢性ストレスは数日から数カ月にわたる長期的なストレスによるものであ
る。 
 
3. ストレス応答における神経内分泌系 
Selye は哺乳類におけるストレスの制御は、各種ホルモンが重要な役割を担って
いることを明らかにした 2)。これらのホルモンは、視床下部-下垂体-副腎系 
(Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis；HPA 軸) と呼ばれる神経内分泌系の作用よっ
て分泌される 6)。HPA 軸はストレスを脳が感知して抵抗期の反ショック相に入る
と、視床下部からのホルモンによるシグナルが伝達され、生体内で様々な生理反応
を引き起こす一連のつながりを表している。 
魚類においても哺乳類と同様の機構によってストレスへの応答が起こっている
3,4)。一方、魚類は哺乳類と異なり副腎を持たず、頭腎内に哺乳類の副腎皮質に相当
する間腎腺と呼ばれる内分泌器官を持ち、各種ホルモンを分泌する 4)。そのため、
哺 乳 類 の HPA 軸 に 相 当 す る 系 は 視 床 下 部 - 脳 下 垂 体 - 間 腎 系 
(Hypothalamus-Pituitary-Interrenal axis；HPI軸) と呼ばれている 4, 7)。HPI軸も HPA
軸と同様に機能することで、生体におけるストレス応答を制御していると考えられ
ている。 
3 
 
4. ストレス応答とホルモン 
ストレス応答とホルモンの関係は脊椎動物で類似している (Fig. 1) 4, 8)。まず、視
床下部がストレス刺激を感知すると、神経分泌細胞から副腎皮質刺激ホルモン放出
ホルモン (Corticotropin-Releasing Hormone；CRH) が分泌され、脳下垂体において
副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン受容体  (Corticotropin-Releasing Hormone 
Receptor；CRHR) に結合する。次に CRHR からのシグナルによって副腎皮質刺激
ホルモン (Adrenocorticotropic Hormone；ATCH) が分泌される。哺乳類においては
ACTHが副腎皮質のメラノコルチン (Melanocortin；MC) 2受容体と結合する。一方、
魚類においては間腎腺で MC2 受容体と結合する。そして、MC2 受容体からのシグ
ナルによりステロイドホルモンである糖質コルチコイドおよび鉱質コルチコイド
がそれぞれ分泌される。これらのホルモンはそれぞれ糖質コルチコイド受容体 
(Glucocorticoid Receptor；GR) および鉱質コルチコイド受容体 (Mineralocorticoid 
Receptor；MR) に結合することにより様々な生理反応を引き起こす。糖質コルチコ
イドはコルチゾールが中心的な働きを担っており、あらゆる組織において様々な生
理作用を示す。鉱質コルチコイドはアルドステロンが中心的な役割を担っており、
血中のナトリウムイオンとカリウムイオンのバランスを制御している。生体はこれ
らの 2 種類のステロイドホルモンの作用によってストレスに対処していると考え
られている。 
 
5. 糖質コルチコイド 
 糖質コルチコイドについてはこれまで様々な生物において研究が行われ、生体内
で多様な生理反応を引き起こすことが知られている。魚類においては、哺乳類同様、
糖質コルチコイドであるコルチゾールによって血糖値が上昇する 4)。また、慢性的
な血中コルチゾール濃度の上昇は食欲の低下、成長の抑制、生殖機構の抑制および
免疫機構の抑制などの様々な生理反応を引き起こす 4, 7, 9)。これは、ストレスが発
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生している状況下で、ストレスに対して抵抗する、あるいはストレスから回避する
ために、コルチゾールの制御により、生体内でのエネルギーの割り当てが通常状態
と変化するためだと考えられている 7)。このようにコルチゾールがストレス応答に
おいて重要な働きを担っている。 
 
6. 水産養殖と魚類におけるストレス 
 国際連合食糧農業機関 (Food and Agriculture Organization；FAO) の統計によると、
世界の養殖生産量は 2012年に 9,043万トンとなり、これまでで最大となった (Fig. 
2) 
10)。また、養殖生産量は毎年増加する傾向にあり、今後も養殖生産が水産業にお
いて重要であると考えられる。 
現在の魚類養殖においては、魚類は自然環境とは異なり、生け簀や室内水槽など
限られた空間で飼育されている。また、感染症の予防および治療に伴うワクチンの
接種、抗生物質の投与および淡水浴などの際のハンドリングも行われており、養殖
魚に様々なストレスが負荷されていると考えられている 3, 4)。その他に魚類養殖で
起こりうるストレスとしては、水温変化、溶存酸素の欠乏、pHの変化、水質汚染、
高密度飼育、病原微生物および寄生虫などによるものが考えられる 3, 4)。特に現在
の魚類養殖において、収容量は溶存酸素量に基づいて規定されるのが一般的であり
11)、高密度飼育による養殖魚へのストレスは起こりやすい問題であると考えられる。 
 
7. ストレス応答とストレス関連遺伝子の関係 
 ストレスが負荷された際に多様な遺伝子の発現が変動することが報告されてい
る 7, 12)。特に、多くの生物で共通して発現が変動するストレス関連遺伝子群がある。
下等生物から脊椎動物まで保存されている遺伝子の主なものには、熱ショックタン
パク質 (Heat Shock Protein；HSP) およびメタロチオネイン (Metallothionein；MT) 
がある。脊椎動物のみにみられるものとしてはプロオピオメラノコルチン 
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(Proopiomelanocortin ； POMC) 、 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン 
(Corticotropin-Releasing Hormone) およびその受容体である副腎皮質刺激ホルモン
放出ホルモン受容体 (Corticotropin-Releasing Hormone Receptor；CRHR) などがある。 
 
7-1. HSP 
 HSP は生体に熱ショックを与えた際に発現上昇がみられる遺伝子の総称で、原核
生物から脊椎動物まで広く保存されている 13)。特に HSP70 および HSP90 は分子
シャペロンとしてタンパク質のフォールディングに関与し、細胞内のタンパク質の
制御を行っている 13)。また、HSP は免疫に関与することも知られており、哺乳類
においては T 細胞の制御に関与していることが報告されている 14)。平常時には
HSP70 および HSP90は細胞内で GR に結合することにより、GR と糖質コルチコイ
ドの結合を抑制している 15)。 
 
7-2. POMC 
 POMC はストレス伝達や体色変化などに関与する種々のホルモンの前駆タンパ
ク質である。POMC は酵素によって段階的に分解されることにより、様々なホルモ
ンにとなる (Fig. 3) 8)。POMC はシグナルペプチドを持つプレプロオピオメラノコ
ルチン (pre-Proopiomelanocortin；pre-POMC) として産生され、その後、シグナル
ペプチドが除去される。次に、POMC は Prohormone Convertase 1 (PC1) によって分
解され pro-ACTHとなり、ストレス伝達に関与するホルモンである ACTHに分解さ
れる。この他に、体色変化に関与するメラノサイト刺激ホルモン  (Melanocyte 
Stimulating Hormone；MSH) などのホルモンに分解される。 
 
7-3. CRHおよび CRHR 
 CRH はストレス伝達において最初に分泌されるホルモンで、脳がストレスを感
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知すると視床下部で合成および分泌され、脳下垂体で CRHR と結合することによ
って ACTH の分泌を促進する 4, 16)。CRH はストレス応答において最終的に分泌さ
れる糖質コルチコイドによって負のフィードバックが起こり、産生が抑制される 
16)。 
 
7-4. MT 
 MT は真核生物と一部の原核生物に共通する生体内の金属元素の恒常性に関与
するタンパク質であり、金属元素と結合することにより、その毒性を低下させる機
能を持つ 17, 18)。タンパク質のサイズは 6-7 kDaで、構成するアミノ酸の約 30 % は
システインであり、金属元素によるが 1 分子の MT に 7-10 個の金属元素を結合さ
せることができる 17)。 
 
8. ストレスと免疫系の関係 
 様々な生物でストレスと免疫系の関係が報告されているが、魚類においても多く
の報告がある。ストレスはその強度および時間により、免疫系を抑制すると考えら
れている 7)。強度が高く、持続時間が短い急性ストレスではリゾチームおよび補体
因子 C3などの抗菌タンパク質の産生および活性が一時的に亢進される 19, 20)。強度
が比較的低く、持続時間が長い慢性ストレスの状態では、抗体および抗菌タンパク
質の産生などの免疫系に関連する代謝に使用するエネルギーが抑制され、免疫系が
抑制されると考えられている 7)。また、慢性ストレス状態では病原微生物に対する
感受性が上昇することから 7, 21, 22)、慢性ストレスは免疫系への影響が大きいと考え
られる。 
 魚類において、ストレスを負荷することによって免疫関連因子の活性だけでなく、
遺伝子発現パターンが変化することが報告されている 23, 24)。タイセイヨウサケ 
(Salmo salar) において、一度のハンドリングおよび 4週間毎日ハンドリングした場
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合、インターロイキン (Interleukin；IL) -1β の遺伝子発現が上昇した 20)。同様にタ
イセイヨウサケにおいて慢性的な低酸素状態で飼育した場合、インターフェロン 
(Interferon；IFN) αおよび Mx の発現量が低下した 23)。さらに、Solea senegalensis に
おいて慢性的に高密度条件下で飼育した場合、抗菌タンパク質である G 型リゾチ
ーム (G-type lysozyme；LYSG)およびヘプシジン (Hepcidin；HAMP) 1 遺伝子の発
現量が低下したことから 24)、種々のストレスは免疫関連遺伝子の発現に影響をお
よぼすと考えられる。 
 
9. 形質転換増殖因子 (Transforming Growth Factor；TGF) -β 
 TGF-β は TGF-β スーパーファミリーに属するサイトカインで、繊維芽細胞の形
質転換および増殖を促進する一方で、血球細胞、リンパ球および血管内皮細胞など
の増殖を抑制する 25)。免疫系においては抑制的に機能し、T 細胞および B 細胞の
増殖および機能を抑制する 25)。ヒト (Homo sapiens) TGF-β1は 390 個のアミノ酸か
らなり 25)、N 末端の 1-29 アミノ酸残基がシグナルペプチド、31-261 アミノ酸残基
が TGF-β N-terminal domain、275-390アミノ酸残基が Cysteine - knot cytokine domain
である。TGF-β N-terminal domain は TGF-β スーパーファミリーに属するタンパク質
の保存されているドメインである 25)。Cysteine - knot cytokine domain は TGF-β ファ
ミリーおよびいくつかのサイトカインに保存されているドメインで、保存された 7
個のシステインを持つことが特徴である。TGF-β1 においては 9 個のシステインが
保存されている。ヒトTGF-β1はC末端側の112アミノ酸からなる部分が切断され、
二量体を形成することで成熟型 TGF-β になる。二量体化した N 末端側のアミノ酸
と成熟型 TGF-β が複合体を形成することにより、生理活性のない潜在型 TGF-β と
なる 25)。魚類においては、ソウギョ (Ctenopharyngodon idellus) において免疫関連
組織である胸腺および脾臓で TGF-β1 の発現が顕著であり、組換え TGF-β1 タンパ
ク質は末梢血リンパ球 (Peripheral blood lymphocyte；PBL) の増殖を促進する一方で、
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リポ多糖で刺激した PBL の増殖を抑制する 26)。このことから、魚類においても
TGF-β が免疫系の制御に関与していると考えられる。また、ストレスホルモンであ
る ACTHおよびコルチゾールをヨーロッパヘダイ (Sparus aurata) の頭腎細胞に投
与した際に、ACTH では TGF-β1の発現量が上昇したのに対して、コルチゾールで
は低下したことから 27)、TGF-β は魚類におけるストレスによる免疫系の制御に関
与していると考えられる。 
 
10. 本研究の目的 
 現在の魚類養殖において、魚類には種々のストレスが負荷されていると考えられ
る。これまでの研究で、ストレスによって免疫機能が抑制され、病原微生物への感
受性が高まることがわかってきているが、魚類における高密度飼育による慢性的な
ストレスが免疫機構におよぼす影響に関する知見は少ない。また、魚類における
TGF-β とストレスおよび免疫機構との関係についての報告は少ない。 
 そこで本研究は、ストレスによる免疫系の制御について明らかにすることを目的
として以下の実験を行った。まず、トラフグ (Takifugu rubripes) およびヒラメ
(Paralichthys olivaceus) を用い、網羅的な遺伝子発現解析を行うことで、飼育密度
の違いが魚類の免疫機構におよぼす影響について解析した。次に、ヒラメにおいて
免疫抑制性サイトカインである TGF-β の cDNA の構造を解析して同定し、その機
能および発現解析を行った。 
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第二章 材料と方法 
 
第一節. トラフグにおける飼育密度がストレスおよび免疫機構関連遺伝群におよ
ぼす影響 
1. リアルタイム PCR法によるストレスおよび免疫関連遺伝子群の遺伝子発現解析 
1-1. トラフグの飼育および組織の採取 
Marinetech (愛知県、日本) において人工種苗生産されたトラフグ（平均魚体重
3.7 ± 0.7 g）を供試魚とした。水温 20 ℃の 500 Lの閉鎖循環式水槽において 2週間
飼育し、環境に馴致させた。餌は錦江 3号 (HIGASHIMARU、日本) を使用し、毎
日初期魚体重 2 %の量を給餌した。その後、上記の水槽に 19 尾のトラフグを収容
し、これを低密度飼育区とした。また、プラスチック製の網を用いて容積 0.25 L (10 
cm × 5 cm × 5 cm) の籠を作製した。その中にトラフグを 1尾ずつ収容し、籠ごと
低密度飼育区の魚が収容されている水槽に入れたものを高密度飼育区とした。それ
ぞれの初期平均密度は 1.4 × 10-4 kg / m3および 1.5 × 10 kg / m3であった。上記でそ
れぞれ 15 日間飼育した。また、実験開始時および組織採時に魚体重を測定した。
給餌による遺伝子発現への影響を確認するために、処理後 15 日目の給餌後 1、3、
7および 15時間目に脳および脾臓を採取した。採取した組織はRNAlater (Ambion、
USA) 1 mL中に入れ 4 ℃で一晩静置後、-80 ℃で保存した。 
 
1-2. 日間成長率の算出 
実験開始時から組織採取時までの成長率を比較するために比成長率 (Specific 
Growth Rate；SGR) を以下の式を用いて算出した。 
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1-3. 組織からの全 RNAの抽出 
2 mLチューブ中に RNAiso Plus (Takara Bio、日本) 500 µLを加え、採取した組織
を、ホモジナイザーで完全に粉砕し、室温で 2分間静置した。それぞれのチューブ
にクロロホルム 100 µLを加え、転倒混和し、室温で 5分間静置したものを、4 ℃、
13,500 rpmで 10分間遠心分離した。溶液の上層のみを分取し、1.5 mLチューブに
入れた。分取した上層と等量のイソプロパノールを加え、転倒混和し、氷上で 10
分間静置したものを 4 ℃、13,500 rpm で 15分間遠心分離した。上清を取り除き、
氷冷 75 %エタノール 1,000 µLを加え、転倒混和し、4 ℃、13,500 rpm で 5分間遠
心分離した。上清を取り除いて風乾し、DEPC 処理水 20 µLに溶解したものを、RNA
溶液とした。各 RNA溶液の RNA濃度を NanoDrop Lite (Thermo Scientific、USA) を
用いて測定した。 
 
1-4. cDNAの合成 
cDNAの合成はHigh Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems、
USA) を用いて行った。測定した各サンプルの RNA濃度を基に、RNA溶液 10 µL
中のRNA 量が2.0 µgになるようにDEPC処理水で希釈した。PCRチューブにDEPC
処理水 3.2 µL、10 × RT Buffer (キット付属) 2.0 µL、25 × dNTP Mix (キット付属) 0.8 
µL、10 × RT Random Primers (キット付属) 2.0 µL、MultiScribe Reverse Transcriptase 
(キット付属) 1.0 µL、RNase inhibitor (Applied Biosystems、USA) 1.0 µLおよび希釈
した RNA溶液 10 µLを加えて混合した。PCR 装置を用いて、25 ℃で 10分、37 ℃
で 120分、85 ℃で 5分反応させて cDNAの合成を行った。合成した cDNAは滅菌
蒸留水で 5倍および 20倍に希釈し、-30 ℃で保存した。 
 
1-5. プライマーの設計 
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) を用いてリアルタイム PCR 法に使用したプ
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ライマーを設計した。ストレス関連遺伝子として POMC、CRHR1、HSP70、HSP90
および MT 遺伝子のプライマーを作製した。同様に、免疫関連遺伝子として C3、
LYSG、Igµ、CD4、CD8α、IL-1β、IL-6、TNFα および TGF-β 遺伝子のプライマー
を作製した。また、内在性コントロール遺伝子として β-actin 遺伝子のプライマー
を作製した。プライマーの設計に使用した遺伝子配列は National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) に登録されているも
のを使用した。設計したプライマーの配列を Table 1に示した。 
 
1-6. リアルタイム PCR 法によるストレスおよび免疫関連遺伝子の発現解析 
THUNDERBIRD SYBR qPCR mix (TOYOBO、日本) を用いてリアルタイム PCR
法による組織別発現解析を行った。Micro Amp Optical 96-well Reaction Plate (Applied 
Biosystems、USA) のウェルにTHUNDERBIRD SYBR qPCR mix 10 µL (キット付属) 、
50 × Rox reference dye (キット付属) 0.4 µL、forward primer (10 pM) 0.6 µL、reverse 
primer (10pM) 0.6 µL、20倍に希釈した cDNA 5 µLおよび滅菌蒸留 3.4 µL加えた。
Micro Amp Optical Adhesive Film (Applied Biosystems、USA) を用いて、プレートを
完全に密閉した。7300 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems、USA) を用いて、
95 ℃で 1 分間加熱し、95 ℃で 15 秒間、60 ℃で 15 秒間を 1 サイクルとして 40
サイクル行った後、95 ℃で 15 秒間、60 ℃で 15 秒間、95 ℃で 15 秒間加熱した。
得られた蛍光データを ΔΔCt 法により解析した 28)。 
 
2. マイクロアレイ法によるストレスおよび免疫関連遺伝子群の網羅的遺伝子発現
解析 
2-1. トラフグの飼育および組織の採取 
 1-1. と同様でトラフグを飼育した。初期平均魚体重は 3.4 ± 1.0 g であり、低密度
区の初期飼育密度は 8.0 × 10-2 kg / m3であり、高密度区の初期平均飼育密度は 1.4 × 
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10 kg / m
3であった。飼育後 0、1、7、14 および 21日目に脾臓を採取した。採取し
た組織は RNAlater (Ambion、USA) 1 mL中に入れ 4 ℃で一晩静置後、-80 ℃で保
存した。 
 
2-2. 脾臓からの全 RNAの抽出および精製 
1-3. と同様の方法で脾臓からの全RNAの抽出を行い、得られた全RNAはRNeasy 
Mini Kit (QIAGEN、オランダ) を用いて精製した。得られた全 RNAを Nuclease free 
water (キット付属) で 100 µLとした。RLT Buffer (キット付属) 315 µLに 2-メルカ
プトエタノール 35 µL を加えて混合し、全 RNA 溶液に加え、穏やかに混合した。
さらに、99 %エタノール 250 µLを加えて穏やかに混合し、Collection Tube (キット
付属) に乗せた Spin Column (キット付属) に溶液を全量加え、室温、13,500 rpm で
30秒間遠心分離した。Collection Tube中の溶液を除き、Collection Tubeに乗せた Spin 
ColumnにRW1 Buffer (キット付属) 500 µLを加え、室温で5分間静置し、室温、13,500 
rpmで 30秒間遠心分離した。Collection Tube 中の溶液を除き、室温、13,500 rpm で
30秒間遠心分離した。Collection Tube に乗せた Spin Column に RPE Buffer (キット
付属) 500 µLを加え、室温、13,500 rpm で 30 秒間遠心分離した。再び Spin Column
に RPE Buffer 500 µLを加え、室温、13,500 rpm で 2分間遠心分離した。Spin Column
を新たな Collection Tube に乗せ、室温、13,500 rpm で 1 分間遠心分離した。Spin 
Column を 1.5 mLの Collection Tube (キット付属) に移し、RNase free water (キット
付属) 30 µLを Spin Column に加え、1分間室温で静置した後、室温、13,500 rpm で
1 分間遠心分離した。Collection Tube 中に得られた溶液を精製 RNA 溶液とし、
NanoDrop Liteを用いて RNA濃度を測定した。 
 
2-3. cDNAの合成および Cyanine3ラベル化 cRNAの合成 
 cDNA の合成および Cyanine3 ラベル化 cRNA の合成は Quick Amp Labeling Kit 
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(One-Color) (Agilent Technologies、USA) を用いて行った。精製 RNA 溶液を RNA
濃度が25 ng / 1.5 µLになるようにNuclease-free water (キット付属) を用いて調整し
た。希釈した精製 RNA 溶液 1.5 µL、希釈した Spike-Mix (キット付属) 2 µL、T7 
Promoter Primer (キット付属) 0.8 µLおよび Nuclease-free water 1 µLを混合し、恒温
槽を遮光し、65 ℃で 10分間加熱した後、氷上で 5分間冷却した。各チューブに 5 
× First Strand Buffer (キット付属) 2 µL、0.1M DTT (キット付属) 1 µL、10mM dNTP 
mix (キット付属) 1. 2 µLおよび AffinityScript RNase Block Mix (キット付属) 1.2 µL
を加えて混合した。ヒートブロックを用いて 40 ℃で 2時間加熱した。その後、ヒ
ートブロックを用いて 70 ℃で 15 分間加熱し、さらに氷上で 5 分間冷却した。各
チューブに Nuclease-free water 0.75 µL、5 × Transcription Buffer (キット付属) 3.2 µL、
0.1M DTT 0.6 µL、NTP mix (キット付属) 1 µL、T7 RNA Polymerase Blend (キット付
属) 0.21 µLおよび Cyanine3-CTP (キット付属) 0.24 µLを加えて混合し、恒温槽を用
いて 40 ℃で 2時間加熱した。 
 得られた Cyanine3 ラベル化 cRNAは RNeasy mini kit (QIAGEN、オランダ) を用
いて精製した。2-2. と同様の方法で精製を行ったが、RLT Buffer に 2-メルカプト
エタノールを加えずに使用した。精製した Cyanin3 ラベル化 cRNA の濃度を
NanoDrop Lite により測定した。 
 
2-4. アレイスライドの構築 
 Agilent Technologies 社のカスタムオリゴ DNAマイクロアレイを使用し、マイク
ロアレイ解析を行った。本マイクロアレイは既報のトラフグ遺伝子および全ゲノム
配列から予測された遺伝子配列を基に設計されたプローブ 45,220 配列を搭載し
た。 
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2-5. プローブへのラベル化 cRNAのハイブリダイゼーション 
 ハイブリダイゼーションは Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent 
Technologies、USA) を用いて行った。600 ng 分の精製した Cyanin3 ラベル化 cRNA
に 10 × Blocking Agent (キット付属) 5 µL、25 × Fragmentation (キット付属) 1 µLを加
え、 適量の Nuclease-free waterで 25 µLにしたものを遮光した恒温槽で 60 ℃、30
分間加熱した。その後、氷上で 1分間冷却し、2 × GE Hybridization Buffer HI- RPM (キ
ット付属) 25 µLを加えて穏やかに混合したものをハイブリダイゼーション溶液と
した。次に、チャンバーにガスケットスライドを取り付け、ガスケットスライド上
にハイブリダイゼーション溶液 100 µLを加えた。その後、マイクロアレイスライ
ドをガスケットスライド上に乗せ、チャンバーカバーを取り付けた状態で 65 ℃の
ハイブリダイゼーションオーブンで 17時間反応させた。 
 ハイブリダイゼーション終了後、Agilent Gene Expression Wash Buffer Kit (Agilent 
Technologies、USA) を用いてアレイスライドを洗浄した。ハイブリダイゼーショ
ンオーブンから取り出したスライドを Wash buffer 1 (キット付属) 中に入れ、ガス
ケットスライドとアレイスライドを分離した。分離したアレイスライドを新たな
Wash buffer 1 中で 1分間洗浄し、次に Wash buffer 2 (キット付属) 中で 1分間洗浄
した。 
 
2-6. マイクロアレイ解析 
 蛍光の検出は Agilent G2565CA マイクロアレイスキャナ (Agilent Technologies、
USA) を用いた。得られた蛍光データは Future Extraction ver. 10. 7. 3. 1 (Agilent 
Technologies、USA) を用いて数値化した。その後、数値化したデータを Subio 
Platform v.1.17 (Subio、日本) を用いて解析した。さらに、各試験区をコントロール
区と比較して 10 倍以上のプローブのみを抽出し、ストレス関連遺伝子群および免
疫関連遺伝子群を抽出した。得られた解析データは cluster 3.0 (http://bonsai.hgc.jp/) 
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を用いて処理を行い、Java TreeView (http://jtreeview.sourceforge.net/) を用いてヒート
マップを作成した。 
 
第二節. ヒラメにおける飼育密度がストレスおよび免疫機構関連遺伝群におよぼ
す影響 
1-1. ヒラメの飼育および組織の採取 
 Marinetech (愛知、日本) で人工種苗生産されたヒラメ (平均魚体重 4.9 ± 0.6 g) を
供試魚とした。水温 18 ℃の 200 L 閉鎖循環式水槽にヒラメを 26 尾収容し、2週間
飼育して環境に馴致させた。餌は黒潮フロート P-1 (HIGASHIMARU、日本) を使
用し、毎日魚体重 2 %の量を給餌した。その後、無作為に選んだ 13 尾のヒラメを
同様で飼育し、これを低密度飼育区とした。また、プラスチック製の網を用いて底
面積70 cm2 (10 cm × 7 cm)の直方体の籠を作製して無作為に選んだ13尾のヒラメを
収容し、低密度飼育区と同様の水槽に入れて高密度飼育区とした。それぞれの初期
平均密度は 1.7 × 10-1 kg / m2および 9.3 kg / m2であった。それぞれで 30日間飼育し
た後、脳、脾臓および血液を採取した。採取した組織は RNAlater 1 mL中に入れ 4 ℃
で一晩静置後、-80 ℃で保存した。また、実験開始時および組織採取時に魚体重を
測定し、SGR を算出した。血液は常温で 60 分静置した後に 25 ℃、2,000 g で 20
分間遠心分離した。遠心分離したものから上清のみを分取し、血清とした。 
 
1-2. 酵素免疫抗体法 (Enzyme Immunoassay；EIA) による血清コルチゾール濃度の
測定 
 血清コルチゾール濃度は Cortisol Expresss EIA Kit (Cayman Chemical Company, 
USA) を用いて測定した。 
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1-2-1. EIA Buffer および Wash Buffer の調整 
 EIA Buffer (10X) (キット付属) に滅菌蒸留水を 90 mL 加えて混合し、EIA Buffer
とした。同様に、5 mL vial Wash Buffer Concentrate (400X) (キット付属) および 
Polysorbate 20 (キット付属) 1 mLを滅菌蒸留水 2 L に加えて混合したものを Wash 
Bufferとした。 
 
1-2-2. 標準コルチゾール溶液、標識コルチゾールおよび抗コルチゾール抗体の調整 
 標準コルチゾール溶液を作製するため、コルチゾール濃度 500 ng / mL の Cortisol 
EIA Standard (キット付属) 100 µL を 1.5 mL チューブに入れ、滅菌蒸留水 900 µL 加
え、混合したものを Bulk Standardとした。Bulk Standard から 100 µL を滅菌蒸留
水 900 µL を含んだ 1.5 mL チューブに分取し、混合したものを S1とした。次に、
S1 500 µL を滅菌蒸留水 500 µL を含んだ 1.5 mL チューブに分取し、混合したもの
を S2とした。その後、同様に希釈を行い、コルチゾール濃度が 39.1 pg / mL であ
る S8 まで作製し、これらを標準コルチゾール溶液とした。次に、100 dtn Cortisol 
Express AChE Tracer (キット付属) に EIA Buffer 6 mL を加えて溶解したものを
Cortisol Express AChE Tracer とした。同様に 100 dtn Cortisol Expresss EIA Monoclonal 
Antibody (キット付属) に EIA Buffer 6 mL を加えて溶解したものを Cortisol Express 
EIA Monoclonal Antibodyとした。 
 
1-2-3. 希釈血清の調整 
 1-1. において作製した各個体のヒラメ血清を PBS によって 100、200および 400
倍希釈して希釈血清とし、血清コルチゾール濃度の測定に使用した。 
 
1-2-4. プレートの設定および各種試薬の添加 
 Goat Anti-Mouse IgG Coated Plate (キット付属) の 2つのウェルに EIA Buffer 100 
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µL を加え、Non-Specific Binding (NSB) ウェルとした。同様に、2 つのウェルに EIA 
Buffer 50 µL を加え、Maximum Binding (B0) ウェルとした。標準コルチゾール溶液 
S1 から S8 をそれぞれ 50 µL を 2つのウェルに加え、S1 - S8 ウェルとした。同
様に 1-2-3. において作製した希釈血清をそれぞれ 2つのウェルに入れた。また、3
つのウェルには何も加えず、2つを Blank (Blk) 、1つを Total Activity (TA) ウェル
とした。 
 作製したプレートの Blk および TA ウェルを除くウェルに Cortisol Express 
AChE Tracer 50 µL 加えた。その後、Blk 、TA および NSB ウェルを除くウェルに
Cortisol Express EIA Monoclonal Antibody 50 µL 加えた。2時間室温で静置して反応
させた。 
 
1-2-5. プレートの洗浄および Ellman’s Reagent の添加 
 プレート内の反応液を除去し、Wash Buffer 100 µL 加え、MICRO PLATE MIXER 
NS-P (AS ONE、日本) を用いて 5秒間振盪し、Wash Buffer を除去した。この操作
を 5回行った。 
100 dtn vial Ellman’s Reagent (キット付属) に滅菌蒸留水 20 mL を加え、Ellman’s 
Reagent とし、200 µLをすべてのウェルに加えた。その後、Cortisol Express AChE 
Tracer 5 µLを TA ウェルに加えた。 
96 well Cover Sheet (キット付属) をプレートに被せ、室温の暗所で 60分間反応さ
せた。 
 
1-2-6. プレートの蛍光強度の測定 
 反応終了後、キムワイプ (日本製紙クレシア、日本) を用いてプレートの底面を
丁寧に拭き、汚れを除去した。96 well Cover Sheet を取り外し、MULTISCAN GO 
(Thermo Fisher Scientific、USA) を用いて、412 nm の波長での各ウェルの蛍光強度
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を測定した。 
 
1-2-7. コルチゾール標準直線の作成および回帰式の算出  
 得られた蛍光強度を用いて血清コルチゾール濃度の標準直線を作成した。まず、
S1 から S8 ウェルの蛍光強度の値を平均化し、NSB および B0 ウェルの蛍光強度
の平均値から (1) 式を用いて標準化した。さらに、標準化した値を (2) 式を用い
てロジットに変換した。それらの値から標準直線を作成し、回帰式 (3) を求めた。 
 
(1) 
(2) 
(3) 
  
 
1-2-8. 血清コルチゾール濃度の算出 
 得られた蛍光強度を用いて各血清コルチゾール濃度を算出した。まず、各血清の
ウェルの蛍光強度の値を平均化し、NSB および B0 ウェルの蛍光強度の平均値か
ら (4) 式を用いて標準化した。さらに、標準化した値を (5) 式を用いてロジット
に変換した。得られた値を 1-2-7. で得られた (3) 式に代入して、血清コルチゾー
ル濃度とした。 
 
(4) 
(5) 
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1-3. 組織からの全 RNA の抽出 
 第一節 1-3. と同様の方法で組織から全 RNAの抽出を行った。 
 
1-4. cDNAの合成 
 第一節 1-4. と同様の方法で cDNA の合成を行った。ここでは cDNA 合成の際に
2 ngの RNAを使用した。 
 
1-5. プライマーの設計 
 Primer3 を用いてリアルタイム PCR 法に使用したプライマーを設計した。ストレ
ス関連遺伝子として POMCおよび HSP70遺伝子のプライマーを作製した。同様に、
免疫関連遺伝子として C3、LYSG、IgM、CD4-2、CD8a、IL-1β、IL-10および TNFα
遺伝子のプライマーを作製した。内在性コントロール遺伝子として β-actin 遺伝子
のプライマーを作製した。プライマーの設計に使用した遺伝子配列は NCBIに登録
されているものを使用した。設計したプライマーの配列を Table 2 に示した。 
 
1-6. リアルタイム PCR 法によるストレスおよび免疫関連遺伝子の発現解析 
 第一節. 1-6. と同様の方法でリアルタイム PCR 法によるストレスおよび免疫関
連遺伝子の発現解析を行った。 
 
第三節. ヒラメ TGF-β 遺伝子タンパク質コード領域の決定および発現解析 
1. ヒラメ TGF-β タンパク質コード領域 (Open Reading Frame；ORF) の配列決定お
よび解析 
1-1. cDNAライブラリーの構築および 5’ RACE 用プライマーの作製 
 TGF-β の ORF配列の決定は SMARTer RACE cDNA Amplification Kit (Clonthech、
USA) を用いて構築されたヒラメ完全長 cDNAライブラリーを使用して行った。当
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研究室が保有するヒラメ Expression Sequence Tags (EST) ライブラリーより得られ
た TGF-β 部分配列から Primer 3 を用いて 5’ RACE プライマー (5’ jftgf-b-1) を作製
した。作製したプライマーの情報は Table 3 に示した。 
 
1-2. TGF-β ORF 5’ 側配列の増幅および増幅産物の精製 
cDNAライブラリー溶液 2.5 µL、Ex Taq (Takara Bio、日本) 1 µL、10 × Ex Taq buffer 
(Takara Bio、日本) 5 µL、dNTP (2 mM) 5 µL、5’ jftgf-b-1 (10pM) 1 µL、5’ Universal 
Primer (キット付属) 5 µL、滅菌蒸留水 30.5 µLを混合した。得られた溶液を PCR
装置を用いて、94 ℃で 2分間加熱後、94 ℃で 20秒間、60 ℃で 20秒間、72 ℃で
2分間を 1サイクルとして 30回行った後、72 ℃で 2分間加熱した。得られた PCR
産物を GenElute Agarose Spin Columns (QIAGEN、オランダ) を用いて精製した。PCR
産物を 0.7 %アガロースゲル内で 100 V、15 分間電気泳動し、得られた PCR 産物の
バンドをアガロースゲルごと切り出した。得られたアガロースゲルを破砕し、TE 
bufferで湿らせた Spin Column (キット付属) に入れ、室温、15,000 rpm で 15分間遠
心分離した。得られた溶液に氷冷 99 %エタノール 1,000 µLを加えて混合し、4 ℃、
15,000 rpm で 15分間遠心分離した。その後、上清を除去し、氷冷 75 %エタノール
を 500 µL加え、4 ℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離した。同様に、上清を除去し
て風乾させ、滅菌蒸留水 20 µLで溶解し、精製 PCR 産物とした。 
 
1-3. ライゲーション反応 
 TGF-β ORF 5’ 側配列のクローニングは pGEM-T easy Vector Plasmid System 
(Promega、USA) を用いて行った。pGEM-T easy Vector Plasmid (キットに付属) 1 µL、
精製 PCR 産物 5 µL、10 × ligation buffer (TOYOBO、日本) 1 µL、T4 ligase (TOYOBO、
日本) 0.5 µLおよび滅菌蒸留水 2.5 µL を混合し、16 ℃で一晩反応させ、ライゲー
ション反応を行った。反応後、氷冷 99 %エタノール 20 µL、3M 酢酸ナトリウム 1 
21 
 
µLおよびグリコーゲン (20mg / mL) 0.1 µL を加えて混合し、氷上で 5分間静置し
た。4 ℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離し、上清除去後、氷冷 75 %エタノール 500 
µL加えて、4 ℃、15,000 rpm で 10分間遠心分離した。上清を完全に除去し、風乾
させ、TE buffer 50 µL で懸濁した。 
 
1-4. コンピテント細胞の作製 
 大腸菌 (Escherichia coli) JM109 株を用いてコンピテント細胞を作製した。大腸
菌のグリセロールストックから滅菌した白金線で菌体を取り、LB 寒天培地上に植
菌し、37 ℃で一晩培養した。得られた大腸菌コロニーから滅菌した白金耳で菌体
を取り、LB液体培地 3 mLに大腸菌を植菌し、37 ℃、120 rpm で一晩振盪培養し
た。培養した大腸菌液を SOB培地 400 mLに加え、37 ℃、120 rpm で 150分間振
盪培養した。得られた大腸菌液を氷水内で 30 分間冷却した。その後、大腸菌液を
遠心ボトルに移し、4 ℃、3,000 gで 10分間遠心分離した。上清を除去し、10 %グ
リセロール溶液で懸濁後、50 mL遠沈管に移し、10 %グリセロール溶液で 50 mL
にメスアップした。4 ℃、3,000 gで 10分間遠心分離し、上清を除去し、10 %グリ
セロールで懸濁後、50 mLにメスアップした。この操作を 3回繰り返した。10 %グ
リセロール 3 mLで菌体を懸濁し、1. 5 mLチューブに分注した。得られた大腸菌液
をコンピテント細胞とした。 
 
1-5. コンピテント細胞へのトランスフォーメーション 
得られたライゲーション産物溶液 5 µLをコンピテント細胞 50 µLと混合し、氷
上で 10分間静置した溶液をキュベットに移し、Micro Palser (Bio-Rad、日本) を用
いてライゲーション産物の導入を行った。得られたコンピテント細胞を SOC 培地
1,000 µL で懸濁し、アンピシリン (100 mg / mL)、IPTG (0.02 µM) および X-gal (40 
mg / mL) を含む LB 寒天培地上に 100 µL 植菌し、37 ℃で一晩培養した。 
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1-6. PCR 法による陽性クローンの選択 
 得られた大腸菌のコロニーを滅菌爪楊枝を用いて PCR チューブに入れた。同時
に、マスタープレートの作製を行った。PCRチューブに Ex Taq 0.2 µL、10 × Ex Taq 
buffer 2 µL、dNTP (2 mM) 2 µL、M13 F (10 µM) 0.5 µL、M13 R (10 µM) 0.5 µLおよ
び滅菌蒸留水 14.8 µLを加えて混合した。混合した溶液を 95 ℃で 5分間加熱し、
その後、95 ℃で 15 秒間、55 ℃で 15秒間、72 ℃で 2分間を 1 サイクルとして 30
回行った後、72 ℃で 2分間加熱した。得られた PCR 産物を 2 %アガロースゲル内
で 135V、15分間電気泳動した。目的 PCR 産物の増幅が確認された大腸菌を大腸菌
陽性クローンとして今後の解析に使用した。 
 
1-7. 大腸菌陽性クローンからのプラスミド抽出および精製 
 陽性大腸菌からのプラスミド抽出はアルカリ- SDS 法で行った。陽性大腸菌をア
ンピシリン (100 mg / mL) を含んだ LB 液体培地 3 mLに植菌し、37 ℃で一晩振盪
培養した。培養後、得られた菌液を 1.5 mLチューブに移し、6,000 rpm で 2分間遠
心分離し、上清を除去した。その後、チューブに Solution Ⅰ (50 mM グルコース、
25 mM Tris-HCl [pH 8.0] および 10 mM EDTA [pH 8.0] ) 100 µL 加え、完全に懸濁し
た。次に、Solution Ⅱ (2 % SDS および 0.2 N NaOH) 200 µLを加えて混合し、
Solution Ⅲ (3M CH3COOK) 150 µL加えて混合したものを氷上で 5分間静置した。
続いて、4 ℃、13,500 rpm で 15分間遠心分離し、上清 400 µLを新しい 1.5 mLチ
ューブに移した。その後、PCI (フェノール：クロロホルム：イソプロパノール=25：
24：1) 400 µLを加えて混合し、4 ℃、13,500 rpm で 10分間遠心分離した。上清を
新しい 1.5 mLチューブに移し、氷冷 99 %エタノールを 1,000 µL加え、氷上で 10
分間静置後、4 ℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離した。上清を除去し、氷冷 75 %
エタノールを 500 µL入れ、4 ℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離した。上清を除去
し、完全に風乾させ、TE buffer 50 µLに懸濁した。RNase 2 µLを加え、37 ℃で 30
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分間静置し、RNAを分解した。13 % PEG 6000 (13 %ポリエチレングリコール 6000
および 0.8 M NaCl) 52 µLを加えて混合し、氷上で 30分間静置した。その後、4 ℃、
13,500 rpmで 10分間遠心分離した。上清を除去し、氷冷 75 %エタノール 500 µL
を加え、4 ℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離した。上清を除去し、完全に風乾さ
せ、滅菌蒸留水 20 µLに懸濁したものをプラスミド溶液とした。得られたプラスミ
ド溶液を濃度が 100 ng / µLになるように滅菌蒸留水で希釈した。 
 
1-8. シークエンス PCR 法による配列決定 
 TGF-β ORF配列は BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Aplied Biosystems、
USA)を用いて解析した。BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (キット付属) 1 
µL、5 × Sequencing Buffer (キット付属) 4 µL、M13 FまたはM13 R プライマー (3.3 
µM) 1.0 µL、プラスミド溶液 (100 ng / µL) 1 µLおよび滅菌蒸留水 13 µLを混合した。
溶液を PCR 装置を用いて、95 ℃で 1 分間加熱後、95 ℃で 10 秒間、50 ℃で 5 秒
間、60 ℃で 4 分間を 1 サイクルとして 25 回の反応を行った。得られた PCR 産物
に EDTA (125 mM) 5 µLおよび氷冷 99 %エタノール 60 µLを加えて混合し、室温の
暗所で 15分間静置した。溶液を 4 ℃、15,000 rpm で 15分間遠心分離した後、上清
を除去して氷冷 75 %エタノール 60 µLを加え、4 ℃、15,000 rpm で 10分間遠心分
離した。上清を除去し、完全に風乾させた後、Hi-Di Formamide (Aplied Biosystems、
USA) 20 µLで溶解し、3130 Genetic Analyzer (Aplied Biosystems、USA) を用いて配
列を決定した。 
 得られた配列から、5’ jftgf-b-2プライマーを設計し、大腸菌陽性クローンより得
られたプラスミドを用いて、上述した方法で TGF-β ORF 5’側配列を決定した。作
製したプライマーの情報は Table 1に示した。 
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1-9. 配列および構造解析 
得られた TGF-β ORF の配列情報を GENETYX (GENETYX、日本) を用いて解析
した。また、解析により得られた配列情報を基に、TGF-β の構造解析を行った。シ
グナルペプチドの解析については SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services /SignalP/) 、
ドメイン解析については InterPro Scan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) を用いて行っ
た。さらに、分子系統樹解析は MEGA6.06 (http://www.megasoftware. net/) を用いて
行った。 
 
2. ヒラメにおける TGF-β 遺伝子の発現解析 
2-1. ヒラメ健常個体における TGF-β の組織別発現解析 
2-1-1. 健常個体からの各組織の採取 
 ヒラメ健常個体 3尾から脾臓、腎臓、鰓、筋肉、肝臓、脳、上皮および腸を採取
した。それぞれの組織を RNAlater 1 mL中に入れ、4 ℃で一晩静置後、-80 ℃で保
存した。 
 
2-1-2. 組織からの全 RNAの抽出 
 第一節. 1-3. と同様の方法で全 RNAの抽出を行った。 
 
2-1-3. cDNAの合成 
 第一節. 1-4. と同様の方法で cDNAの合成を行った。ここでは cDNA合成の際に
0.5 µgの RNAを使用した。 
 
2-1-4. 発現解析に用いる TGF-β 特異的プライマーの設計 
 Primer3 を用いて遺伝子発現解析用プライマー (jfTGF-b F および jfTGF-b R) を
設計した。また、内在性コントロール遺伝子として Elongation Factor-1α (EF-1α) 遺
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伝子について NCBIに登録されている配列を用いてプライマーを作製した。設計し
たプライマーの配列は Table 3に示した。 
 
2-1-5. PCR 法による TGF-β の組織別発現解析 
 PCR チューブに rTaq 0.25 µL、10 × PCR buffer 2 µL、dNTP (2 mM) 2 µL、forward 
primer (10pM) 0.5 µL、reverse primer (10pM) 0.5 µL、5倍希釈した cDNA 1 µLおよび
滅菌蒸留水 13.75 µLを加えて混合した。混合した溶液を 94 ℃で 1分間加熱し、そ
の後、94 ℃で 20 秒間、60 ℃で 20 秒間、72 ℃で 20 秒間を 1 サイクルとして 35
回行った後、72 ℃で 1分間加熱した。得られた PCR 産物を 2 %アガロースゲル内
で 135V、15分間電気泳動した。 
 
2-1-6. リアルタイム PCR 法による TGF-β の組織別発現解析 
 第一節. 1-6. と同様の方法でリアルタイム PCR 法による遺伝子発現解析を行っ
た。 
 
2-2. Edwardsiella tarda 不活化菌体 (Formalin Killed Cell；FKC)および Stereptococcus 
iniae FKC 接種後のヒラメにおける TGF-β の発現解析 
2-2-1. E. tarda および S. iniae FKC の作製 
 当研究室で作製された E. tarda および S. iniaeのグリセロールストックから白金
耳を用いて菌体を取り、ハートインフュージョン寒天培地に接種した。25 ℃で一
晩培養し、得られた単一コロニーから白金線を用いてハートインフュージョン液体
培地 5 mLへ接種し、25 ℃で一晩振盪培養した。得られた菌液に終濃度 2 %となる
ようにホルマリンを加え、4 ℃で一晩振盪することで菌を不活化し、FKC を得た。
E. tarda FKC および S. iniae FKC はそれぞれ 2.3 × 109 cfu / mLおよび 1.9 × 109 cfu / 
mLとなるように滅菌 PBS を用いて希釈した。 
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2-2-2. ヒラメへの FKC の接種および FKC 接種後個体からの組織の採取 
 ヒラメ (5.7 ± 1.0 g) を供試魚とした。E. tarda FKC および S. iniae FKC をそれぞ
れ 3尾のヒラメに 2.3 × 108 cfu / fishおよび 1.9 × 108 cfu / fishになるよう腹腔内に 50 
µL接種した。 
 FKC 接種後 3、6、12、24および 72時間後に各供試魚から脾臓を採取し、RNAlater 
1 mL 中に入れ、4 ℃で一晩静置後、-80 ℃で保存した。また、FKC 非接種個体 3
尾からも同様に脾臓を採取した。 
 
2-2-3. FKC 接種後個体からの RNAの抽出 
 第一節. 1-4. と同様の方法で脾臓から全 RNAの抽出を行った。 
 
2-2-4. cDNAの合成 
 第一節. 1-5.と同様の方法で全 RNA溶液から cDNAの合成を行った。 
 
2-2-5. リアルタイム PCR 法による FKC 接種後 TGF-β の遺伝子発現解析 
第一節. 1-6. で作製したプライマーを使用し、2-1-6. と同様の方法でリアルタイ
ム PCR 法による遺伝子発現パターンを解析した。 
 
2-3. ヒラメにおける異なる飼育密度での TGF-β 遺伝子の発現解析 
 第二節. 1-4. で得られた脾臓から得られた RNA より合成した cDNA を用いて異
なる飼育密度での TGF-β 遺伝子の発現解析を行った。2-1-4. と同様のプライマー
を使用し、第一節. 1-6. と同様の方法でリアルタイム PCR により解析した。 
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第三章 結果 
 
第一節. 飼育密度がトラフグにおよぼす影響 
1-1. 飼育密度が成長におよぼす影響 
 本実験でリアルタイム PCR 法による解析において供試魚としたトラフグの初期
平均魚体重は 3.7 ± 0.7 gであった。低密度区および高密度区の初期飼育密度はそれ
ぞれ 8.9 × 10-3 kg / m3 および 1.5 × 10 kg / m3 であった。15日の飼育後、低密度区
においては平均魚体重が 5.7 ± 0.5 gで、飼育密度は 1.3 × 10-2 kg / m3 であった。一
方で、高密度区においては平均魚体重が 5.3 ± 1.0 gで、平均飼育密度が 2.1 × 10 kg 
/ m
3 であった (Table 4)。日間成長率である SGR を各試験区で算出した結果、SGR
は低密度区で 2.8 % であったのに対して、高密度区では 2.3 % であった (Table 4)。 
  
 
1-2. 飼育密度がトラフグのストレス関連遺伝子群におよぼす影響 
 異なる 2 つの飼育密度で飼育したトラフグにおけるストレス関連遺伝子である
POMC、CRHR1、HSP70、HSP90 および MT についてリアルタイム PCR 法による
mRNA量の解析を行った。給餌後 1、3、7および 15時間目に脳を採取し、リアル
タイム PCR 法によって解析を行ったが、給餌後の時間経過にともなう mRNA量の
有意な差はみられなかった (Fig. 4, 5)。 
また、POMC および MT については飼育密度による mRNA 量の差はみられなか
ったが、CRHR1 においては高密度区で低密度区と比較して約 1.4 倍低くなり、
HSP70 および HSP90においては約 1.8倍高くなった (Fig. 4, 5)。 
 
1-3. 飼育密度がトラフグの免疫関連遺伝子群におよぼす影響 
 1-2. と同様に免疫関連遺伝子群について肝臓および脾臓における mRNA 量の解
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析を行った。ストレス関連遺伝子群と同様に、給餌後の時間経過にともなう mRNA
量の違いはみられなかった (Fig. 6-9)。 
 自然免疫系関連遺伝子であるC3は肝臓、LYSGは脾臓を用いて解析を行ったが、
どちらの遺伝子についても mRNA量に差はみられなかった (Fig. 6)。一方、獲得免
疫系関連遺伝子は脾臓において Igµ、CD4 および CD8αについて解析を行ったとこ
ろ、全ての遺伝子ついて高密度区において約 2.0倍 mRNA量が低くなった (Fig. 7)。
さらに、サイトカイン関連遺伝子は脾臓において IL-1β、IL-6、TNFαおよび TGF-β
について解析を行ったところ、IL-1β、IL-6 および TNFαでは mRNA量の差はみら
れなかったが、TGF-β について高密度区で約 1.6倍低くなった (Fig. 8, 9)。 
 
1-4. マイクロアレイ法による網羅的なストレスおよび生体防御関連遺伝子群の発
現変動解析 
 マイクロアレイ法の結果、搭載したプローブ 45,220 配列の内、検出されたプロ
ーブは 35,689 配列であった。その内、コントロール区と比較し、10 倍以上の発現
変動がみられた遺伝子は 1,187個であった。その内、ストレス関連遺伝子は 35個、
免疫関連遺伝子は 55 個であった。ストレス関連遺伝子として、高密度区では 14
日目にCytochrome P450 (CYP450) 関連遺伝子および Insulin-like Growth Factor (IGF) 
関連遺伝子の mRNA蓄積量の増加がみられたが、21日目には低密度飼育区および
高密度飼育区ともに増加した(Fig. 10)。免疫関連遺伝子として、7 日目に高密度飼
育区で HAMP および Granzyme 遺伝子などの mRNA 蓄積量が低下した。また、高
密度飼育区では 14 日目に補体因子および HAMP などの自然免疫系関連遺伝子、
Lymphocyte activaton gene 3 (LAG3) および Granzyme K (GZMK) などの獲得免疫系
に関与する遺伝子で mRNA蓄積量の低下がみられた。21日目では低密度飼育区お
よび高密度飼育区ともに、全ての遺伝子について mRNA 蓄積量の増加がみられた 
(Fig. 11)。 
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第二節. 飼育密度がヒラメにおよぼす影響 
2-1. 飼育密度が成長におよぼす影響 
 本実験で供試魚としたヒラメの初期平均魚体重は 4.9 ± 0.6 gであった。低密度区
および高密度区の初期飼育密度はそれぞれ 1.7 × 10-1 kg / m2および 9.3 kg / m2であ
った。30日の飼育後、低密度区においては平均魚体重が 8.8 ± 1.5 g で、飼育密度は
3.2 × 10
-1
 kg / m
3であった。一方で、高密度区においては平均魚体重が 8.3 ± 1.5 gで、
平均飼育密度が 1.5 × 10 kg / m3であった (Table 5)。 
 日間成長率である SGR を各試験区で算出した結果、SGR は低密度区で 2.1 %で
あったのに対して、高密度区では 1.7 %であった (Table 5)。 
 
2-2. 飼育密度が血清コルチゾール濃度へおよぼす影響 
 低密度飼育区および高密度飼育区におけるヒラメの血清コルチゾール濃度を測
定した結果、低密度飼育区では 54.8 ± 70.8 ng / mL、高密度飼育区では 63.9 ± 43.5 ng 
/ mL となり、高密度区飼育区で高くなる傾向がみられたが、顕著な差はみられな
かった (Fig. 12) 。 
 
2-3. 飼育密度がヒラメのストレス関連遺伝子群におよぼす影響 
 低密度飼育区および高密度飼育区のヒラメにおけるストレス関連遺伝子である
POMC および HSP70 についてリアルタイム PCR 法による mRNA 蓄積量の解析を
行った。POMC ついては飼育密度による mRNA 蓄積量の差はみられなかったが、
HSP70 は高密度飼育区において低密度飼育区と比較して約 3.2 倍高くなった (Fig. 
13)。 
 
2-4. 飼育密度がヒラメの免疫関連遺伝子群におよぼす影響 
 1-3. と同様に免疫関連遺伝子群について肝臓および脾臓における mRNA 量の解
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析を行った。 
自然免疫系関連遺伝子であるC3は肝臓、LYSGは脾臓において解析を行ったが、
どちらの遺伝子についても飼育密度による mRNA 蓄積量に差はみられなかった 
(Fig. 14) 。また、獲得免疫系関連遺伝子である IgM、CD4-2および CD8αは脾臓に
おいて解析を行ったところ、いずれの遺伝子ついても飼育密度による mRNA 蓄積
量の差はみられなかった (Fig. 15)。さらに、サイトカイン関連遺伝子である IL-1β、
IL-6および TNFαは脾臓において解析を行ったところ、いずれの遺伝子についても
飼育密度による mRNA蓄積量の差はみられなかった (Fig. 16)。 
 
第三節. ヒラメ TGF-β 遺伝子タンパク質コード領域の決定および発現解析 
3-1. ヒラメ TGF-β ORF塩基配列およびアミノ酸配列 
 5’ RACE PCR 法および配列解析によって得られたヒラメ TGF-β cDNA ORF配列
は 1,161 bp で 387 アミノ酸残基をコードしていた。構造解析の結果、19アミノ酸
残基のシグナルペプチドが予測された。21 から 173 アミノ酸残基までが TGF-β 
N-terminal domain が保存されており、288 から 386 アミノ酸残基までが Cysteine - 
knot cytokine domain が保存されていた (Fig. 17) 。 
 BLASTX によるアミノ酸相同性検索の結果、ヒラメ TGF-β の演繹アミノ酸配列
は、チャイロマルハタ (Epinephelus coioides) TGF-β1 (ACV96791) と 73.3 % のアミ
ノ酸同一率を示した。続いて、ホワイトバス (Morone chrysops) とストライプドバ
ス (Morone saxatilis) の雑種の TGF-β precursor (AAD46997) と 73.2 % のアミノ酸
同一率を示した。また、ヒト TGF-β1 precursor (NP_000651) と 42.5 % のアミノ酸
同一率を示した。ヒラメ TGF-β に保存されていた TGF-β N-terminal domain はホワ
イトバスとストライプドバスの雑種の TGF-β precursor (AAD46997) と 79.1 %、フ
ウセイ (Larimichthys crocea) の TGF-β1-like (XP_010748216) と 77.1 % 、ヒトの
TGF-β1 precursor (NP_000651)と 38.3 % のアミノ酸同一率を示した。また、同様に
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ヒラメ TGF-β に保存されていた Cysteine - knot cytokine domain はマダイ (Pagrus 
major) TGF-β (ACN67529) と 97.4 %、チャイロマルハタ TGF-β1 (ACV96791) と
97.4 %、ヒトの TGF-β1 precursor (NP_000651)と 68.1 % のアミノ酸同一率を示した。
さらに、Cysteine - knot cytokine domain に特徴的な 9個のシステインが保存されて
いた (Fig. 17)。近接結合法を用いた分子系統樹解析の結果、ヒラメ TGF-β は硬骨
魚類の TGF-β1 のクラスターに分類された (Fig. 18)。 
 
3-2. ヒラメ健常個体における TGF-β の遺伝子発現解析 
 ヒラメ健常個体の各組織における TGF-β の mRNA 蓄積量を解析した。RT-PCR
法による解析の結果、脾臓および腎臓で mRNAの蓄積が確認された(Fig. 19) 。ま
た、qPCR 法による解析の結果、筋肉における mRNA蓄積量を基準とした場合、脾
臓で約 12.9 倍、腎臓では約 7.7 倍の mRNA の蓄積が確認された。続いて、鰓で約
3.7倍、腸で約 3.6 倍、上皮で約 3.3倍、脳で 2.5倍となった。また、肝臓では筋肉
と同程度の mRNAの蓄積がみられた (Fig. 20)。 
 
3-3. ヒラメにおける E. tarda FKC および S. iniae FKC 接種後の TGF-β の遺伝子発
現解析 
 E. tarda FKC および S. iniae FKC を接種したヒラメの脾臓を経時的に採取し
TGF-β の mRNA蓄積量を解析した。リアルタイム PCR 法による解析の結果、非接
種個体と比較し、E. tarda FKC 接種後 3時間目から約 2.0倍の mRNA蓄積量の増加
がみられ、24時間目まで mRNA蓄積量は有意に高くなった (Fig. 21)。 
 
 
3-4. ヒラメにおける異なる飼育密度での TGF-β 遺伝子の発現解析 
 低密度飼育区および高密度飼育区のヒラメの脾臓における TGF-β の mRNA蓄積
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量をリアルタイム PCR 法により解析を行った。低密度飼育区および高密度飼育区
で TGF-β の mRNA蓄積量の差はみられなかった (Fig. 22)。 
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第四章 考察 
 
第一節. トラフグにおける飼育密度がストレスおよび免疫機構関連遺伝群におよ
ぼす影響 
 一般的に慢性的なストレスが負荷された魚類では、成長が抑制されることが知ら
れている 6, 29)。そこで、ストレス負荷の有無の指標として低密度飼育区および高密
度飼育区のトラフグの SGR を算出し、飼育密度による成長率を比較した。SGR は
高密度飼育区で低密度飼育区と比較して低くなる傾向がみられた。これまでにヒラ
メ 30)および S. senegalensis 20) において高密度飼育によって成長率が有意に低下す
ることが報告されている。また、慢性的にストレスホルモンであるコルチゾールを
含む餌を給餌したアメリカナマズ (Ictalurus punctatus) において、血中コルチゾー
ル濃度が上昇し、有意に成長が抑制された 31)。以上から、トラフグにおいては高
密度での飼育が慢性的なストレスになり、成長が抑制されていたことが示唆された。 
 異なる密度で 15 日間飼育したトラフグの脳において、低密度飼育区と比較して、
高密度飼育区ではストレス関連遺伝子であるCRHR1ではmRNA蓄積量が低くなり、
HSP70 および HSP90 では高くなった。また、POMC および MT では差がみられな
かった。これまでに魚類における慢性ストレスと CRHR1 の脳内での遺伝子発現変
動に関する報告はない。30 分間の拘束ストレス負荷後 2 時間目のマウス(Mus 
musculus)の大脳皮質および海馬において、CRHR1 の mRNA 量が減少していた 32)。
一方で、90 分間の拘束ストレスを負荷したマウスの視床下部を形成する室傍核で
は、CRHR1 の mRNA蓄積量が増加した 33)。このように、マウスでは CRHR1 の遺
伝子発現は同じ拘束ストレスにおいても、その時間の長短および脳内の部位により、
発現動態が異なると考えられる。そのため、高密度飼育によりトラフグの脳では
CRHR1 の mRNA蓄積量が低下したが、これはストレス負荷の条件および全脳を解
析に使用したためであると考えられる。 
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HSP70 および HSP90 は原核生物から脊椎動物まで幅広く保存されている遺伝子
であり、ストレスを負荷した際に発現上昇がみられる遺伝子である 3,15)。ヨーロピ
アンシーバス (Dicentrarchus labrax) の脳および肝臓において慢性的な高密度飼育
時に HSP70 の mRNA蓄積量が上昇し、HSP90 は脳でのみ上昇した 34)。 
高密度で飼育したトラフグの脳において、低密度飼育区と比較して POMC およ
び MT の mRNA 蓄積量の差はみられなかった。複数のニジマス (Oncorhynchus 
mykiss) を同一の水槽で飼育した際に、他個体に攻撃される個体間での順位が低い
個体の脳において、POMC の発現量が高くなった 35)。しかしながら、21 日間の慢
性的な拘束ストレスを負荷したドブネズミ (Rattus norvegicus) の前頭前皮質、海馬
および視床下部では、POMC の mRNA蓄積量が低くなる 36)。このように、ストレ
スの種類により POMC の mRNA蓄積量の変動が異なり、拘束ストレスおよび高密
度飼育では、脳での mRNA量は低くなることが考えられる。 
高密度で飼育したヨーロピアンシーバスの脳および肝臓において、MT遺伝子の
mRNA蓄積量が高くなった 34)。また、マミチョグ (Fundulus heteroclitus) において、
急性高温ストレスにより肝臓、鰓および腸において MT の mRNA 蓄積量が有意に
増加した 37)。さらに、急性高温ストレスを負荷したマミチョグの累積死亡率は 38 %
となったことから、本条件は致死的なストレスであったと考えられる。このことか
ら、ストレスの負荷によって MT の mRNA 蓄積量の変動が起こる際には、生体に
とって致死的なストレスを負荷する必要があり、本研究での高密度飼育はトラフグ
に対して致死的なストレスではなかったために、MT の mRNA 蓄積量の上昇が確
認されなかったと考えられる。これらの結果から、トラフグでは本研究の慢性的な
高密度飼育は致死的ではなかったが、HSP70、HSP90 および CRHR1 遺伝子の発現
パターンに影響をおよぼすことが示唆された。 
 一方で、異なる飼育密度がトラフグの免疫関連遺伝子の mRNA 蓄積量におよぼ
す影響について解析を行った。自然免疫系関連遺伝子である補体因子 C3 および
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LYSG において、それぞれ肝臓および脾臓において解析を行ったが、密度による
mRNA蓄積量に差はみられなかった。異なる密度で飼育された S. senegalensis の肝
臓および腎臓において LYSG の mRNA 蓄積量が低下し 24)、バラマンディ (Lates 
calcarifer) では血清中のリゾチーム活性および補体活性が低下すると報告されて
いる 38)。一方、獲得免疫系関連遺伝子である IgM、CD4 および CD8α の mRNA 蓄
積量は高密度飼育区の脾臓においてすべての mRNA 蓄積量が有意に低くなった。
ヨーロピアンシーバスにおいて高密度飼育により腹膜上の白血球のヒト腫瘍細胞
株への細胞毒性が低下した 39)。アユ (Plecoglossus altiveis) において高密度飼育に
より血清中の IgM 濃度が減少した 21)。また、慢性的な高温での飼育を行ったタイ
セイヨウダラ (Gadus morhua) の末梢血白血球において IgM の重鎖の mRNA 蓄積
量が低下した 40)。コイ (Cyprinus carpio) の末梢血、脾臓および頭腎から得られた
白血球において、コルチゾールの投与により膜型 IgM 産生細胞の割合が減少し、
IgM の濃度が低下した 41)。急性低温ストレスを負荷したコイの脾臓内で B 細胞の
割合が減少した 42)。さらに、ヨーロッパヘダイでは頭腎および血中の白血球の単
球、マクロファージおよび顆粒球の割合が、飼育密度によって変動した 43)。これ
らのことから、トラフグにおける獲得免疫系関連遺伝子の発現抑制は T細胞および
B細胞での転写の抑制、あるいは細胞数の変動によるものであると考えられる。 
サイトカイン遺伝子は、IL-1β、IL-6および TNFαの mRNA蓄積量に変動はみら
れず、TGF-β では mRNA 蓄積量が低下した。魚類においては、タイセイヨウサケ
にハンドリングストレスを毎日負荷することにより、頭腎から分離したマクロファ
ージにおける IL-1β の mRNA 蓄積量が増加した 20)。このように、ストレスが魚類
のサイトカイン遺伝子の発現におよぼす影響は、魚種、ストレスの種類および組織
により異なることが示唆された。 
 マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現解析の結果、トラフグの脾臓におい
てストレス関連遺伝子の CYP450 および IGF 関連遺伝子に発現変動がみられた。
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CYP450 遺伝子はストレスにより発現パターンが変動し 36)、IGF関連遺伝子は血清
中での存在量の変動が確認されている 44)。免疫関連遺伝子では補体因子関連遺伝
子およびヘプシジンなどの自然免疫関連遺伝子で変動がみられた。しかし、高密度
飼育区の 14日目および両試験区の 21日目において、いくつかのストレスおよび免
疫関連遺伝子で 10 倍以上の mRNA 蓄積量の上昇がみられた。これらの結果から、
7日目以降に感染症や水質の悪化など、ストレス応答および免疫機構に影響を与え
る状態になってしまったと考えられる。そこで、7日目までに着目すると高密度飼
育区において低密度飼育区と比較して、HAMP 遺伝子で mRNA 蓄積量の低下がみ
られた。HAMP 遺伝子は S. senegalensis において高密度飼育により mRNA蓄積量が
低下した 24)。トラフグにおいても高密度飼育により HAMP 遺伝子の mRNA蓄積量
が低下したと考えられる。 
 
第二節. ヒラメにおける飼育密度がストレスおよび免疫機構関連遺伝群におよぼ
す影響 
 30日間低密度および高密度で飼育したヒラメにおいて SGRは高密度飼育区で低
密度飼育区と比較して低くなる傾向がみられた。この結果、これまでの報告 30)と
同様の傾向がみられたことから、高密度飼育区では慢性的なストレスが負荷されて
いたと考えられる。また、コルチゾールは、ストレスが負荷されることにより、血
中での濃度が上昇することが知られている 4, 7, 29)。ヒラメについて EIA法によって
コルチゾールの血清中濃度を測定し、ストレス負荷の有無の指標とするために低密
度飼育区および高密度飼育区で比較した。本研究では低密度飼育区および高密度飼
育区での血清コルチゾール濃度の差はみられなかった。原因として、組織採取時に
ヒラメに対するハンドリングによる急性ストレスを負荷してしまい、いくつかの個
体で血清コルチゾール濃度が上昇してしまったためであると考えられる。 
異なる密度で 30 日間ヒラメの脳においては低密度飼育区と比較して、高密度飼
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育区の HSP70 の mRNA 蓄積量が高くなったが、POMC では差はみられなかった。
トラフグと同様に HSP70 において mRNA蓄積量の増加がみられたことから、ヒラ
メにおいても高密度飼育によるストレスが負荷されていたと考えられる。 
自然免疫系関連遺伝子である補体因子 C3および LYSGにおいて、それぞれ肝臓
および脾臓において解析を行ったが、トラフグと同様に密度による mRNA 蓄積量
に差はみられなかった。獲得免疫系関連遺伝子である IgM、CD4-2 および CD8αの
mRNA 蓄積量は高密度飼育区の脾臓においてすべての mRNA 蓄積量に変化はみら
れなかった。また、サイトカイン遺伝子である L-1β、IL-10および TNFαでも mRNA
蓄積量の差はみられなかった。これらの結果から、ヒラメにおいては高密度飼育が
ストレスとなるが、その免疫系への影響はほとんどみられなかった。 
 
第三節. ヒラメ TGF-β 遺伝子タンパク質コード領域の決定および発現解析 
 本研究でヒラメ TGF-β の演繹アミノ酸配列ではシグナルペプチド、TGF-β 
N-terminal domain および Cysteine-knot cytokine domain が予測された。哺乳類の
TGF-β はプロセッシングを受けることで C 末端側の Cysteine-knot cytokine domain
が切断され、二量体を作る。さらに、N末端側も二量体を作り、ジスルフィド結合
によって 2 つの二量体が結合することによりことにより潜在型 TGF-β として存在
している 25, 45)。これまでに魚類ではソウギョ 26)、ゼブラフィッシュ (Danio rerio) 46)
およびニジマス 47) などで TGF-β が同定されており、哺乳類と共通した構造が保存
されているため、ヒラメ TGF-β も哺乳類と同様に潜在型として生体内に存在して
いると考えられる。 
ヒラメでは TGF-β は主に免疫関連組織である脾臓および腎臓での発現が確認さ
れた。また、細胞内寄生性のグラム陰性菌である E. tarda FKC を接種したヒラメの
脾臓において接種後 3 時間から mRNA 蓄積量の増加がみられた。一方で、グラム
陽性菌であるS. iniae FKCを接種したヒラメではmRNA蓄積量の変動はみられなか
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った。TGF-β はソウギョでは胸腺、頭腎および脾臓で 26)、コイにおいては脾臓と
腎臓での mRNAの蓄積が確認されており、コンカナバリン Aでの刺激により頭腎
での mRNA蓄積量が増大した 48)。これらの結果から、ヒラメ TGF-β は免疫系に関
与し、FKC の刺激による免疫系の制御に関与しているが、接種する FKC によりそ
の影響は異なることが示唆された。 
ヒラメでは飼育密度の違いによる脾臓での TGF-β の mRNA蓄積量の差はみられ
なかった。一方で、慢性的な高密度飼育を行ったトラフグの脾臓においては TGF-β
の mRNA蓄積量は低密度飼育区と比較して低くなった。ブラウントラウト (Salmo 
trutta) およびニジマスにおいて監禁および空中暴露による急性ストレスを負荷し
た際に、血清コルチゾール濃度がブラウントラウトで高くなり、回復が遅くなった
49)。また、ブラウントラウトおよびニジマスに同じストレスを負荷した場合、系統
により上昇する血清コルチゾール濃度は異なった 49)。ヒラメおよびトラフグで異
なる TGF-β の mRNA 蓄積量の変動がみられたのは、ストレスへの感受性が魚種に
より異なり、免疫機構への影響が異なることによるものであると考えられる。 
 
第四節. 総括 
 本研究を総括して、高密度による飼育がトラフグおよびヒラメのストレス関連遺
伝子の発現パターンに影響をおよぼし、トラフグにおいては免疫関連遺伝子の発現
パターンに影響をおよぼすことが明らかとなった。しかしながら、獲得免疫関連遺
伝子の発現変動が転写量あるいは免疫担当細胞の数の変動によるものなのかは明
らかではない。今後、特異的抗体およびフローサイトメトリーなどを用いて脾臓の
細胞組成および細胞数の変動を確認することで、明らかにすることができると考え
られる。また、ヒラメにおいてはトラフグとは異なり飼育密度による免疫関連遺伝
子の mRNA 蓄積量の差はみられなかったことから、飼育密度によるストレスが魚
類の免疫機構におよぼす影響は魚種により異なることが示唆された。今後、他の魚
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種においても同様の方法で研究を行うことで、魚種による影響の差を明らかにする
ことができると考えられる。 
 TGF-β 遺伝子はトラフグでは慢性的な高密度飼育を行った場合、脾臓において
mRNA 蓄積量が低くなったが、ヒラメにおいては飼育密度による差はみられなか
った。これらのことから、魚類におけるストレスによる免疫系の制御に TGF-β が
関与していることが示唆されたが、ストレスが TGF-β の発現量におよぼす影響は
魚種により異なることが示唆された。 
 これまでに多くの魚種において種々のストレスが免疫系におよぼす影響につい
て研究が行われ、慢性的なストレスが魚類の免疫系を抑制すると考えられている。
本研究では魚種により飼育密度が魚類の免疫系におよぼす影響の強さは異なるこ
とが示唆された。また、マイクロアレイ法による解析を行ったが、慢性的な高密度
飼育が魚類の免疫系にどのように影響をおよぼすかについては明らかとならなか
った。今後、更なる解析により飼育密度と魚類の免疫系との関係がより詳細に明ら
かになることが期待される。 
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Table 1. Primer sequences used for qPCR in tiger puffer 
Primer name Oligo nucleotide sequence (5' → 3') Accession number
fuguPOMC F TGAAGAGCTGGGATGAACGC
fuguPOMC R ACTTCTGCTGCTCTCCGTC
fuguCRHR1 F TCACCGCCTTCATCCTGAGG
fuguCRHR1 R CACCACACCACGTTGCTCTC
fuguHSP70 F CCTCTGCAGACAACCAGCCG
fuguHSP70 R ACAGCTCAAACTTGCCCAGG
fuguHSP90 F TGTCTGATCTGCTGCGCTAC
fuguHSP90 R AGTAGATGTGCTTCTGGTTGTCC
fuguMT F ACCACCTGCAAGAAGAGCTG
fuguMT R AGCTGGTGTCACATGTCTTCC
fuguC3 F TTGTCTGTGCAGCTCATCCC
fuguC3 R TGCCTCTTGATCCTTGCTCAG
fuguLYSG F AGCTCACACAGAATGGCAGAG
fuguLYSG R CAGCTGGATCTACGTCACACTG
fuguIgµ F CTGTTTCGTCCGCAACACCC
fuguIgµ R GAAGTCGGCGGCCAAACATC
fuguCD4 F AACTGCACCTTCTCCCACGG
fuguCD4 R CTGCAATGACGGCCCACATC
fuguCD8a F AAGGAAGACGTTGTGAAGGAGG
fuguCD8a R CCATCCAAGAGTTGTCCCGC
fuguIL-1b F ACCTACGTGCACCTTGAATCC
fuguIL-1b R TCAGTTGCTCCTTGTCTTCCAC
fuguIL-6 F ACCAGCTTTCCGTGACAGAAC
fuguIL-6 R TGTCCAGGAAAGGTTGTGCTG
fuguTNFa F ACGTCCCTGAACATCCAAAGC
fuguTNFa R AGCTGTGTCCTCATCTGGTAC
fuguTGF-b F GCCGCACAAGTTCAACATGAG
fuguTGF-b R AGACCGTAGTAGAGTTCCACCC
fugub-actin F ACAACGAGCTGAGAGTTGCC
fugub-actin R TTCTCCCTGTTGGCTTTGGG
XM_003966993
NM_001032722
NM_001037985
XM_003968604
 XM_003964421
XM_003978350
AB126244
XM_003979464
AB164055
AB232548
XM_003975076
AF369040
XM_003961111
XM_003979846
XM_003971542
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Table 2. Primer sequences used for qPCR in Japanese flounder 
Primer name Oligo nucleotide sequence (5' → 3') Accession number
jfPOMC F TGAAGACTGGGACGAACGC
jfPOMC R ATCTCTCCCGTCTGCTTCCC
jfHSP70 F GCGGTTGGTATTGATCTCGGG
jfHSP70 R CTGTTGCCCTGGTCATTGGC
jfC3 F AGAAGGTGGTGGGCGGAGGAT
jfC3 R TGCTACAGCCTGGTACACTATAATGG
jfLYSG F CACAGAGGCAGGCGTACAAC
jfLYSG R CAAGATCCCAGTGGCTTGGC
jfIgM F CCTCACTGACTTTCGCTTGGG
jfIgM R GGACTCGGATTTGACTGACTCC
jfCD4-2 F CACAGCGAGGACGTCAGAAA
jfCD4-2 R TCTCTCCCATCACTCCTTTAGCA
jfCD8a F CCTCTCCCCATACATTGATTCC
jfCD8a R CCGAGCTTTGCTGAAGGACTT
JfIL-1b F CAGCACATCAGAGCAAGACAACA
JfIL-1b R TGGTAGCACCGGGCATTCT
JfIL-10 F TCTTTCAAGAGCCCGTTTGC
JfIL-10 R CAACACCGTGCTCAGGTAGAAG
jfTNFa F CGAAGGCCTAGCATTCACTCA
jfTNFa R TCGTGGGATGATGATGTGGTT
jfb-actin F TGATGAAGCCCAGAGCAAGA
jfb-actin F CTCCATGTCATCCCAGTTGGT
AF184066
AB010871
AB050591
AB109029
AB716324
AB082958
AB720983
(50)
AB040448
AB021653
HQ386788
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Table 3. Primer sequences used for 5’ RACE PCR, semi-qPCR and qPCR 
Primer name Oligo nucleotide sequence (5' → 3') Accession number
5'jftgf-b-1 CTGTGTGCTCCTCTGTCTC
5'jftgf-b-2 GGTCTCTGTGACATCGAATG
JfTGF-b F AGCCCGTTATCTTGCTTTCCC
JfTGF-b R ACAACGCTCGTCCTCTGTTTC
jfEF-1a F CATGGTCGTGACCTTCGCTC
jfEF-1a R CTCGGGCATAGACTCGTGGT
M13 F GTAAAACGACGGCCAGT
M13 R CAGGAAACAGCTATGAC
AB915949
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Fig. 1. Stress signaling in fish (created based on (6) and modified from (51)). 
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Fig. 2. Amount of production in aquaculture in the world (created based on data from 
(10)). 
54 
 
 
  
Fig. 3. Major processing steps of POMC protein (modified from (8)). 
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Fig. 4. Relative mRNA levels of POMC and CRHR1 gene in brain at 
15 day after treatment. n = 12 (n = 3 per each time point). *P < 0.05.  
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Fig. 5. Relative mRNA levels of HSP70, HSP90 and MT gene in brain 
at 15 day after treatment. n = 12 (n = 3 per each time point). *P < 0.05.  
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Fig. 6. Relative mRNA levels of C3 gene in liver and LYSG gene in 
spleen in brain at 15 day after treatment. n = 12 (n = 3 per each time 
point). *P < 0.05.  
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Fig. 7. Relative mRNA levels of Igµ, CD4 and CD8α gene in spleen at 
15 day after treatment. n = 12 (n = 3 per each time point). *P < 0.05.  
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Fig. 8. Relative mRNA levels of IL-1β and IL-6 gene in spleen at 15 
day after treatment. n = 12 (n = 3 per each time point). *P < 0.05.  
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Fig. 9. Relative mRNA levels of TNFα and TGF-β gene in spleen at 15 
day after treatment. n = 12 (n = 3 per each time point). *P < 0.05.  
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Fig. 10. Microarray result of stress-related genes. 
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Fig. 11. Microarray result of immune-related genes. 
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Fig. 12. Serum cortisol levels at 30 days after treatment. n = 5. *P < 0.05 
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Fig. 13. Relative mRNA levels of POMC and HSP70 gene in brain at 
30 days after treatment. n = 5. *P < 0.05.  
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Fig. 14. Relative mRNA levels of C3 gene in liver and LYSG gene in 
spleen at 30 days after treatment. n = 5. *P < 0.05.  
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Fig. 15. Relative mRNA levels of IgM, CD4-2 and CD8α gene in spleen at 
30 days after treatment. n = 5. *P < 0.05.  
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Fig. 16. Relative mRNA levels of IL-1β, IL-10 and TNFα gene in spleen at 
30 days after treatment. n = 5. *P < 0.05.  
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Fig. 17. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Japanese flounder 
TGF-β. 
Pink bar：Signal peptide 
 
 
 
 
 
Red bar：Cysteine knot cytokine domain 
Blue bar：TGF-β, N-terminal domain 
Green frame：Cysteine 
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Fig. 18. Phylogenetic tree of TGF genes. 
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Fig. 19. Relative mRNA levels of TGF-β in various tissues detected by RT-PCR. 
 n = 3. 
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Fig. 20. Relative mRNA levels of TGF-β in various tissues detected by qPCR. n = 3.  
Different figure indicates significant difference (P < 0.05). 
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Fig. 21. Change of mRNA levels of TGF-β in spleen after E. tarda FKC and S. 
iniae FKC injection. n = 3. *P < 0.05. 
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Fig. 22. Change of mRNA levels of TGF-β in spleen under low and high rearing 
density. n = 5. *P < 0.05. 
